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方法：构建 Connexin43 和 GFP 双基因共表达的重组慢病毒载体质粒，脂质
体转染法包装产生慢病毒颗粒。携带目的基因病毒颗粒感染 ADSCs 构建工程干细
胞，运用流式细胞仪、荧光显微镜、Western blotting、RT-PCR 检测等鉴定 ADSC




转导 Cx43 基因后，通过荧光定量 PCR、WB 的方法证实了在干细胞中 Cx43 在 mRNA
水平和蛋白水平上成功表达。功能学研究证实，过表达 Cx43 基因的 ADSC 细胞可
明显抑制 T-BOOH 诱导处理后的细胞的生存率减少问题。 
结论：证实了携带 Cx43 基因的慢病毒载体能够在 ADSC 细胞中有效表达，
Cx43 可以调节 ADSC 在 T-BOOH 损伤下促生存的保护作用。 
 



















Objective: The transfection of target gene before transplantation could enhance 
the theraputic effect of stem cells. Genetic modification methods for the transform of 
stem cells biology characteristics, as a major approach to ensure survival and 
proliferation capacity of transplant cells, could also significantly reduce the stem cell 
transplantation related arrhythmia events. At present, it’s widely believed that 
upregulated Connexin43 (Cx43) expression could have the anti-arrhythmic effect. In 
this study, we aim to demonstrate that whether the cx43 gene transfection could 
protect adipose stem cells when exposed to tert-butyl hydroperoxide induced injury. 
Methods: Polymerase Chain Reaction and Restriction endonuclease digestion 
were used to construct Cx43 and green fluorescence protein (GFP) gene co-expression 
lentivirus. Liposome was applied for transfection of HEK293T cells and packaging of 
lentivirus. The viral supernatant was used to transfect ADSCs. Then, flow cytometry, 
fluorescence microscope, Western blotting and Real-Time PCR were used to identify 
the expression of Cx43 gene on ADSCs. Then, we applied CCK8 method to observe 
the cell cell survival of of Cx43-transfected ADSCs, which was pretreated by the 
chemical oxidant tert-butyl hydroperoxide (T-BOOH). 
Results: We successfully constructed the lentiviral vectors plasmid, then 
separated, cultured and identifed the ADSCs. Real-Time PCR and Western blotting 
analysis showed the mRNA and protein expression of Cx43 in ADSCs after 
transfection.In our study, after transfection of Cx43 gene, ADSC cells showed the 
significant increase of cell survival induced by T-BOOH. 
Conclusion: Lentivirus vectors carried with Cx43 gene could be successfully 
expressed in ADSC cells. Moreover, Cx43 showed effects of promoting cell survival 
in ADSCs during the injury induced by T-BOOH. 
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第一章  前言 
第一章  前言 
1.1 基因修饰干细胞治疗缺血性心脏病 




















































等在骨髓 MSc 中转染抗凋亡基因 AKt、Bcl-2，











1.2.1  脂肪干细胞的生物学特性 
ADSCs 是一类来源于中胚层或神经外胚层的成体干细胞。体外培养的 ADSCs
形态类似纤维母细胞，贴壁生长。ADSCs 的免疫表型与 BMSCs 极为相似。流式细
胞术分析发现它们都表达 CD29、CD44 和主要组织相容性复合体 I。不表达 CD34、



























1.2.2  脂肪干细胞治疗缺血性心肌病优势 









































1.3 Cx43 的结构与生物学功能 












1.3.2  Cx43 的生物学功能 































G-CSF/SCF 减少心梗后心律失常的机制，发现其是通过上调 Cx43 的表达从而产
生抗心律失常作用。（2）抑制细胞凋亡：近年的许多研究表明 cx43 具有调节细











































第一章  前言 
介导 cx43 基因、基因修饰 ADSC 的可行性和表达的稳定性，以及 cx43 调节 ADSC
在 TBOOH 处理后具有促存活作用。国内外尚无类似研究，因此具有极大的应用前
景， 


















缝隙连接蛋白 43 基因修饰在脂肪干细胞抗叔丁基过氧化氢损伤中的作用研究 
第二章 缝隙连接蛋白 43 基因修饰在脂肪干细胞 
抗叔丁基过氧化氢损伤中的作用研究 
2.1  材料 
2.1.1  仪器 
C02培养箱（美国 Forma 公司），TE2000 倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司），生
物安全柜（美国 Baker 公司），垂直洁净工作台（上海淀山湖净化设备厂），隔水
式电热恒温培养箱（上海市跃进医疗器械一厂），5415D 型台式高速离心机（德
国 Eppendorf 公司），超速离心机（美国 Beckman Coulter 公司），低温有轨摇床
(美国 Forma 公司), THZ-C 恒温振荡器（江苏太仓实验设备厂），7500 型荧光定
量 PCR 仪(ABI，美国)，HV-110 型全自动高压蒸汽灭菌器(日本 HIYARAMA 公司), 
ABl04-N 型电子分析天平(上海梅特勒．托利多公司), 超低温冰箱（美国 Harris
公司），PowerPac300 型电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），核酸蛋白检测仪（德国
Eppendorf 公司），Sunrise 型酶标仪（奥地利 TECAN 公司），Columbus Plus
型自动洗板机（TECAN 公司），TE77 型半干电转移系统（瑞典 Amersham 公司），
垂直电泳槽（美国 Biorad 公司），微量加样器(Eppendorf，德国)。Odyssey 扫
膜仪（LI-COR 公司），流式细胞仪（Beckman Coulter, Fullerton, CA），水浴
温控仪上海精宏实验设备有限公司电热。 
2.1.2  实验动物 
健康 SD(Sprage-Dawley, SD)大鼠，雌雄不拘，体重 80~100g，购自厦门大学
动物实验中心。实验过程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技术部颁布的
《关于善待实验动物的指导性意见》要求。 
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